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缩 写 词 表 
GBM Glioblastoma Multiforme 多形成性成胶质细胞瘤 
BrdU 5-Bromo-2-deoxyUridine  5-溴脱氧尿嘧啶核苷 
PFA Paraformaldehyde 多聚甲醛 
NDS Normal Donkey Serum 正常驴血清 
DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole  4,6-二脒基-2-苯基吲哚 
DMSO dimethyl sulfoxide  二甲亚砜 
DNA deoxyribonucleic acid  脱氧核糖核酸 
dNTP deoxyribonucleoside triphosphate  脱氧核苷三磷酸 
GFP green fluorescent protein 绿色荧光蛋白 
LB luria broth medium  肉汤培养基 
PCR polymerase chain reaction  聚合酶链式反应 
RNA ribonucleic acid 核糖核酸 
APS ammonium persulfate   过硫酸铵 
BSA bovine albumin serum  牛血清白蛋白 
EB ethidium bromide   溴化乙啶 
EDTA ethylene glycol tetraacetic acid 乙二醇二乙醚二胺四乙酸 
PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride   苯甲基磺酰氟 
TEMED N N N' N'-tetramethylethylenediamine   N N N' N'-四甲基二乙胺 
SDS sodium dodecyl sulfate   十二烷基磺酸钠 
P.I.C Protease Inhibitor Cocktail 蛋白酶抑制剂 
Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane  三羟基甲基氨基甲烷 
TE(Tris/EDTA) Tris/EDTA 缓冲盐溶液 
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摘 要 
多形成性成胶质细胞瘤（Glioblastoma Multiforme， GBM）作为仅次于脑膜
瘤的第二常见脑瘤。由于该肿瘤所处的特殊位置及特别的生化生理特性，现在对
于该病症的治疗手段非常有限，该病症于现阶段基本无法治愈。我们课题组以 
U87-MG等人恶性胶质瘤细胞作为该类病症的细胞模型进行研究，发现一种新的
细胞膜上粘附小分子蛋白 Ninjurin-2会对该细胞模型起特别的影响。 
Ninjurin-2 作为一种细胞膜上粘附分子在功能与机理上却鲜有报道，该家族
其他分子如 Ninjurin-1及 Ninjurin A的研究则相对较多，但均未与肿瘤相关，而
我们课题组涉猎其中，研究  Ninjurin-2 与恶性胶质瘤之间的关系。我们在 
Oncomine数据库中发现，在中枢神经系统的胶质瘤中， NINJ2基因的水平较低，
这揭示了 NINJ2 可能对于该类肿瘤有抑制作用。我们后续在 U87-MG 等人恶性
胶质瘤细胞中过表达 NINJ2 后观察细胞性状，通过 CCK-8及流式检测，我们确
定了在 U87-MG 等人恶性胶质瘤细胞内高量表达 Ninjurin-2，会诱导该细胞产
生早期凋亡，并减少该细胞的活率。同时，我们也一并分析了 NINJ2 对于该细
胞其他性状的影响，发现 NINJ2 并不影响细胞迁移及细胞周期分布。之后，我
们运用两种肿瘤外植体实验来观察 Ninjurin-2 对于 U87-MG 细胞于体内的成瘤
的影响，与体外细胞实验结论相符， Ninjurin-2会降低该细胞于体内的成瘤能力。
我们对于这些表型进行了初步的机理探讨，认为 Ninjurin-2可能会引起细胞应激，
并可能通过 ER stress 及 mTOR 等关于蛋白合成与代谢相关信号通路来进行调
控，从而引起细胞早期凋亡，但该分析还需要更多的实验证据来支持。 
Ninjurin-2 蛋白对于 U87-MG 等人恶性胶质瘤细胞的生长及成瘤的抑制作
用，提示了其机理用于 GBM 病症治疗的可能性，希望随着后续关于 Ninjurin-2
对于 GBM 作用研究的进行，能为改善、缓解甚至治愈 GBM 提供更多有价值的
参考。 
 
关键词：恶性脑胶质瘤细胞；NINJ2；细胞凋亡；细胞应激
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Abstract 
 
Glioblastoma Multiforme (GBM) is the second common brain tumor in the 
world. Because of its unusual position in the brain and its special biochemical or 
physiological characteristics, and limited therapeutic methods, it can be barely cured 
nowadays. Our group used the human glioblastoma cell lines U87-MG etc. as the 
cellular models of the disease and then found that a novel small cell adhesion 
molecule Ninjurin-2 can play a special role in the cellular models. 
Ninjurin-2 is one of the cell adhesion molecules, but there are little reports about 
its function and mechanism. There were more researches about the other molecules in 
this family such as Ninjurin-1 and Ninjurin A, but they all didn’t involve in tumor. 
Our group worked on this area and study the relationship between Ninjurin-2 and 
glioblastoma. We searched NINJ2 in the Oncomine database and found that the level 
of NINJ2 gene in the CNS tumor is lower , suggesting that NINJ2 may have the 
function of inhibition to this kind of tumors. Then we confirmed that over-expressed 
NINJ2 in the human glioblastoma cell lines U87-MG etc. can initiate the early stage 
of apoptosis and decrease the viability of these cells by using CCK-8 and flow 
cytometry analysis. At the same time, we found that NINJ2 have no influence on the 
cell migration and the distribution of cell cycle. Later, we used two tumor xenograft 
models to observe the influence of NINJ2 to the tumor formation and the results in 
vivo, which were consistent with the results in vitro, proving that Ninjurin-2 can 
decrease tumor formation. Finally we performed a preliminary mechanism study 
about such phenotypes and raised a hypothesis that Ninjurin-2 may cause the cellular 
stress reactions, and such reactions may go through the ER stress and mTOR 
pathways to initiate the early stage of apoptosis. However, this hypothesis need more 
experimental evidence to support it. 
The inhibition to the cellular growth and to the ability of the tumor forming in 
human glioblastoma cell lines U87-MG etc. caused by Ninjurin-2 protein may give us 
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IV 
 
a cue that the mechanism working on the cellular models may also work on the GBM. 
Studies about the role of Ninjurin-2 in tumorigenesis might shed a light on GBM 
therapy in future. 
 
Key words: Glioblastoma cell；NINJ2；Apoptosis；Cellular stress     
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第一章 前言 
1. 多形性成胶质细胞瘤（Glioblastoma Multiforme， GBM） 
1.1 对于 GBM的简介 
神经胶质瘤占据所有的中枢神经系统肿瘤的 30%左右[1]，因其与胶质细胞
类型的组织结构相似而被如此命名和分类。而在众多的肿瘤分类评级体系中，世
界健康组织（WHO）的标准是最为广泛地被应用的[2]。在这个肿瘤评级体系中，
占据神经胶质瘤大约 50%的多形性成胶质瘤（GBM）被认为是最具侵袭性和最
为常见的恶性脑肿瘤， WHO对该肿瘤评级为最高级的等级 4。 
GBM 最开始的临床表现并没有什么特殊的地方，它们可能包含头疼、性格
突变、恶心和一些类似于中风的特征[3]。但该病症临床表现的恶化往往很快，甚
至能发展到让病人无意识的程度[4]。该肿瘤多数病例的成因并不清楚[4]，但根据
不同病例， GBM 可分为原发性和次生性两种类型。原发性的 GBM 是依据其临
床表现中无先前的损伤来诊断判定的，这种原发性的 GBM 发展很迅猛，最终构
成了所有 GBM 病症中大约 90%到 95%的比重。而先前诊断的低级别的神经胶
质瘤也可能累计突变，最终演化为更恶性和评级更高的肿瘤，这类经历长时间的
疾病发展过程的恶性胶质瘤被定义为次生性的 GBM，它们占据所有 GBM 病症
中大约 5%到 10%比重[5,6]。GBM 的病理生理学和组织病理学特征包含不受控制
的细胞增值、高侵袭性、对于凋亡免疫、伴随血管生成、普遍的基因不稳定性、
细胞核异型、伴随血栓形成等[7]。 
这种肿瘤是最为常见的起源于脑内的肿瘤，也是仅次于脑膜瘤的第二常见的
脑瘤[8,9]大约每年十万人中就有 3 人患此癌症[10]，该病经常发生于 64 岁左右的
人群，且男性更为常见[4,10]。 
 
1.2 对于 GBM的临床诊断与治疗 
对于 GBM 的经典诊断方法为包含了 CT 扫描、核磁共振成像扫描和活体组
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织切片的联合诊断[3]。 
当使用 MRI扫描病灶时， GBM 病症于图像结果中经常呈现出一种环型高
亮的损伤，但这种表型也不是很特别，其他的病症如肿瘤样的多发性硬化症等也
会有类似的表型[11]。而诊断中区别原发性和次生性的 GBM 是很重要的，因为
原发性的 GBM 往往有更差的预后，这两者具有不同的肿瘤生理并且对治疗有不
同的响应，区分两者对于决定病人的预后与治疗有重要的参考意义[12]。由于两
者在组织病理学上极为相似，难以区分，但检测编码异柠檬酸脱氢酶的基因 
IDH1 是否突变却可以作为区分原发性 GBM 和次生性 GBM 的有效判断，因为
统计中超过 80%的次生性 GBM 携带有 IDH1 的突变，而这些突变在原发性的
GBM 中却很少（5-10%）。 
现在并没有明确的方法来预防这种病症，且由于以下几个原因导致治疗
GBM 是非常困难的：首先这种肿瘤细胞对于传统的治疗具有很强的抵抗力；其
次由于肿瘤长在脑内，传统治疗极容易伤害到大脑；而脑内细胞多为高度分化细
胞，使得大脑本身自愈能力也非常有限；并且许多药物无法通过血脑屏障来作用
于肿瘤上[13]。目前对于患有 GBM 的病人的标准治疗措施包含有外科切除肿瘤
并辅助化学疗法和放射疗法[10]。而肿瘤复发则以再次的外科手术和抗血管形成
的药物如贝伐单抗来辅助治疗[14]。化学疗法的药物如卡莫司汀（BCNU）和环己
亚硝脲（CCNU）提供了相当的疗效，但预后仍非常差，病人最终均未治愈而死
亡[15,16,17]。药物替莫唑胺（temozolomide）也经常参与化学疗法[10,18,19]，高剂量
的类固醇也可能用于去协助抑制肿瘤肿大及减轻病症[3]。 
但这些治疗预后都很差，癌症经常复发[10]，大多数的病人从诊断到死亡仅
仅经历了 12到 15 个月，仅有 3%到 5%左右的病人能长过 5年[4,10]，而若病人
没有进行治疗则一般仅仅只能再存活 3个月[20]。越高的年龄（>60岁）可能会导
致更差的预后。死亡原因往往是由于扩散的肿瘤引起了脑水肿以及增高颅内压引
起[21]。预后很大程度取决于病人所接受的治疗手段，但也有很多其他的因素影
响这一过程。在对病人预后的研究中还发现：一位患有 GBM 病症的病人若有好
的起始卡氏评分（KPS）和 O-6-甲基鸟嘌呤-DNA 甲基转移酶基因（MGMT）
的甲基化往往会存活更久[21]。因而对 GBM 病人进行预后，可以用 DNA 检测 
MGMT基因的启动子是否被甲基化来辅助判定[22]；同时也可以检测另一个标记： 
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IDH1 基因是否突变，这个标记除了由 DNA 检测查明还可以通过使用抗 IDH1
最常见的突变型 IDH1-R132H 的抗体来检查[23]。病人同时带有 IDH1 突变和 
MGMT 的甲基化相对于仅有其一或没有变化的病人，其存活时间是最长的，而 
IDH1既不突变、 MGMT 也没甲基化的病人往往存活时间最短[12]。当然， KPS
和病人年龄及手术效果也是影响预后的重要因素，统计学数据揭示 KPS 越高、
患病年龄越低及手术效果越好，病人的预后也就更好[24]。  
 
1.3 对于 GBM发病机理的研究 
到现在为止，对于 GBM 的发病机理，医生和研究者有从不同方向进行研究。 
有研究结果显示，相对于正常细胞， GBM 中有许多的分子改变，根据这些变动，
四种亚型被分类出来[25]： 
I. 经典型： 97%的经典型的肿瘤携带有更多拷贝数的表皮生长因子受体（EGFR）
基因，并且大部分有更高的 EGFR 基因的表达，然而经常在恶性胶质瘤中突变
的基因 TP53（p53），则很少在这种亚型中发生突变[26]。 
II. 原神经型：这种亚型经常有高比例的 TP53（p53）、编码一种血小板来源的生
长因子受体基因 PDGFRA 和编码异柠檬酸脱氢酶基因 IDH1的基因变动。 
III. 间质型：这种亚型是以高比例的编码神经纤维瘤蛋白 1 的基因 NF1 的变动
以及相对于其他亚型， EGFR 基因变动更少且更少表达为特征来分类出去的[27]。 
IV. 神经型：这种亚型是由神经细胞标记基因如 NEFL， GABRA1， SYT1 和 
SLC12A5等的表达来划分出去[25]。 
当然在 GBM 中，还有其他许多基因的变动已经被人发现，它们主要集中在
两条信号通路上： RB和 PI3K/AKT信号通路[28]，GBM 在这两条信号通路上分
别有 68-78%及 88%变动。 
由于这么多分子的变动，在 GBM 中生理代谢是紊乱的。如上述的 IDH1
经常在恶性胶质瘤内突变（原发性的 GBM 有 5%，次生性的 GBM 大于 80%）
[29]。相对于 IDH1正常型的 GBM或健康的星形胶质细胞，在 IDH1突变的 GBM
中，往往会有更高浓度的 D-2-羟戊二酸（一种癌症代谢物）及失调的 IDH1 酶
从而导致细胞代谢的改变。这些改变促使 GBM 细胞依赖于使用谷氨酰胺和谷氨
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